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研究成果の概要（和文）：本研究では、エピゲノム制御機構を支える核内の解毒機構の実態解明を行った。遺伝子欠損
細胞やマウスを用いた実験から、FDHとNRF2がグルタチオンを介して協調的に作用することで、レドックスバランスを
調整していることが明らかになった。また、このNRF2-FDH-GSHシステムの生体における意義を検証したところ、肝臓の
酸化ストレス時に機能していると考えられた。また、がん細胞でNRF2-GSH-FDHシステムが増強していると考えられる細
胞を樹立することに成功した。

研究成果の概要（英文）：We analyzed molecular mechanisms of maintenance system for nuclear redox balance 
to support the epigenome regulation. Using gene-deleted cells and gene-knockout mice, we successfully 
showed that NRF2 and FDH cooperatively function through the regulation of GSH in the protection from 
oxidative damage in liver. We also found that formaldehyde increased in the Nrf2::Fdh double mutant 
cells, compared to respective single mutant cells. To examine the importance of NRF2-FDH-GSH system in 
cancer cells, we successfully established a model cancer cell line, which rigorously form tumors in 
allograft experiments in NRF2-dependent manner.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 

 エピゲノム制御の一端を担うヒストンや
DNA の脱メチル化反応は、遊離のホルムア
ルデヒドを産生することが分かっている。ホ
ルムアルデヒドは、反応性の高い親電子性物
質であり、脱メチル化反応の直後に、クロス
リンク傷害を起こしDNAダメージを与える
ほか、エピゲノムをしかし、脱メチル化反応
は核内で高頻度におこっているにも関わら
ず、クロスリンク傷害は通常ほとんど検出さ
れないことから、核内において何らかの解毒
機構があると予想される。現在までに、核内
でおこる脱メチル化に伴うアルデヒド類の
解毒機構に関する報告はほとんどなく、その
生体における意義も不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
 核内では、ヒストン脱メチル化反応やシト
シンの非酵素的メチル化に対する脱メチル
化反応の結果、反応性の高い新電子性物質で
あるホルムアルデヒドが発生する。本研究で
は、未だに不明な点が多い核内のエピゲノム
反応時に発生するホルムアルデヒドの解毒
代謝に、酸化ストレス応答の重要な役割を担
っている転写因子 NRF2 が、グルタチオン 
(GSH) の産生促進を通して、ホルムアルデヒ
ド脱水素酵素 FDH と協調することで 
(NRF2-GSH-FDH システム)、核内のレドック
ス恒常性を維持しているという仮説を検証
する(図 1)。そして、核内脱メチル化反応と
NRF2-GSH-FDH システムの機能的連携の生
体での意義を、細胞の初期化におけるリプロ
グラミングやがん細胞の悪性化機構に着目
して解析する。 

 
３．研究の方法 
 
(1) 核内脱メチル化反応と 
   NRF2-GSH-FDH システムの 
   機能的連携の証明 
 Nrf2 欠損マウス、Fdh 欠損マウスおよび

Nrf2::Fdh 二重欠損マウスを用いて、核内にお
ける解毒機構に機能欠損が生じると考えら
れる遺伝子欠損繊維芽細胞(Mouse Embryonic 
Fibroblast, MEF)を作製し、細胞内ホルムアル
デヒド量やグルタチオンの合成量を定量す
る。またヒストン脱メチル化活性の変化を検
証する。NRF2-GSH-FDH システムの存在をが
ん細胞で検証するために、ヒストン脱メチル
化に依存して増殖をするがん細胞で Nrf2 欠
損、Fdh 欠損、Nrf2::Fdh2 二重欠損細胞を遺
伝子改変技術 CRISPR/CAS9 システムにより
作製する。これらの作製が難航する場合はそ
れぞれの遺伝子欠損 MEF を取得し、RAS の
活性化型変異体を導入して、NRF2-GSH-FDH
システムの機能が向上していると考えられ
るモデルがん細胞を作製する。 
 
（２）核内脱メチル化反応と NRF2-GSH-FDH
システムの機能的連携の生体内における意
義の検討 
Nrf2 欠損マウス、Fdh 欠損マウスおよび
Nrf2::Fdh 二 重 欠 損 マ ウ ス を 用 い て 、
NRF2-GSH-FDH システムの機能的連携の意
義を明らかにする。着目する臓器としては、
NRF2 が重要な機能を持っている肝臓を選択
する。また、前項(1)で作成する遺伝子欠損細
胞をヌードマウスに移植して、がん細胞の増
殖におけるその貢献を調べる。 
 
４．研究成果 
(1)核内脱メチル化反応と NRF2-GSH-FDH 
  システムの機能的連携の証明 
①GSH を介した NRF2 と FDH の協調作用を
検証するため、Fdh 単独欠損 MEF および
Nrf2::Fdh二重欠損MEFを樹立した。Nrf2::Fdh
二重欠損 MEF では GSH 量やその半減期が
Fdh 単独欠損 MEF より減少していたことか
ら、GSH の維持に両者が協調的に機能してい
ることが示された。またこの時に、ホルムア
ルデヒドは二重欠損細胞で最も増加してい
た。Fdh の単独欠損 MEF に NRF2 の活性化剤
を添加させ、酸化ストレスをかけると Fdh 欠
損 MEF の脆弱性が回復したことから、Fdh
欠損状態において NRF2 の活性化による代償
機構があると示唆された。Fdh 欠損がヒスト
ン脱メチル化に与える影響を考慮するため、
Fdh 欠損細胞にヒストン脱メチル化酵素
LSD1 を高発現させ、その活性を野生型 MEF
で発現させた場合と比較したが、大きな変化
は観察されなかった。 
 
②ヒストン脱メチル化酵素の機能に依存し



て増殖するがん細胞を用いた遺伝子改変が
あまり効率的ではなかったことから、MEF に
活性化型 RAS 変異体を発現させてトランス
フォームしたがん細胞(RAS MEF)を作成した。
野生型およびKeap1欠損(NRF2が恒常的に活
性化状態にある)マウスの MEF を用いて、野
生型 RAS MEF と Keap1 欠損 RAS MEF を樹
立した。ヌードマウスへの移植では、Keap1
欠損 RAS MEF の腫瘍形性能が大幅に上昇し
ていた。この表現型が Keap1 遺伝子の欠損、
すなわち、NRF2 機能増強に依存しているこ
とを確認した。以上から、Keap1 欠損 RAS 
MEFはNRF2に依存した腫瘍形性能をもつ細
胞であると判断した。 
 
２）核内脱メチル化反応と NRF2-GSH-FDH
システムの機能的連携の生体内における意
義の検討 
 MEF 細胞を用いた実験から見いだされた
NRF2 による Fdh 欠損の代償機構をマウス個
体でも証明するため、Fdh 欠損状態において
NRF2 が活性化している Fdh::Keap1 二重欠損
マウスを作製した。これらまでの研究から
Fdh 欠損マウスでは、メチオニンコリン欠乏
食がもたらす酸化ストレスによる肝障害の
重症化が認められている。しかし、Fdh::Keap1
二重欠損マウスでは MCD 食がもたらす肝障
害がほとんど認められず、酸化ストレス負荷
に対して抵抗性を獲得していることが分か
った。なお、この実験において Fdh::Nrf2 二
重欠損マウスは最も重篤な症状を示した。以
上より、細胞および個体レベルで FDH と
NRF2 が協調して酸化ストレスからの防御機
構に貢献することが明らかになった。 
 
近年、クロマチンを基盤としたエピゲノム制
御は、細胞内代謝産物によって制御されるこ
とが明らかになっている。しかし、核内で発
生する代謝産物がエピゲノムに与える影響
について考慮した報告は国内外を含め、少な
く、解析が進んでいない。本研究はそのよう
な点に着目している点に特色がある。 
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